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Allergen comprising a proteinic extract of organic material, partic. pollens, flours, house 
dust, kapok, wool or moulds, is free of enzymes and has all its fractions allergenically 
active. The extract is free of all cpds. of mol. wt. less than 10,000 or greater than 55,000; 
and most pref it has mol. wt. 14,000-45,000, esp. 20,000-44,000.. 
The allergen is used in diagnosis of allergies and treatment of allergies by desensitisation. 
They are more active and more stable than known prods, and do not cause secondary 
reactions when injected. They have prolonged duration of usage and are partic. suitable 
for adsorption on mineral gels. 
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enzymes. Pref. compsn. contains an aq. gel of a mineral cpd. having the allergenic 
substances adsorbed onto it, which comprises an alumina gel, aluminium phosphate gel, 
or calcium phosphate gel. Calcium phosphate gel has pondered ratio Ca/F of 1.55-1.90. 
ADVANTAGE - Allergens are more stable and active and provoke no sec. reactions in 
the organism with which they are injected. (7pp) 
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2466991 ! 

L 1 invention concerne la preparation d'allerg&nes, & 
laquelle elle apporte un perfectionnement permettant l'obten- 
tion de compositions allerg^niques am£liorees ; ces dernieres 
font £galement partie de 1" invention. 
5 L'allergologie a pris une place importante dans la 

th£rapeutique au cours des dernieres d£cennies, et son rfile 
va en s'amplifiant ; non seulement dec&le-t-elle le caractfcre 
allergique dans diverses affections anciennes, mais encore 
est-elle appel£e £ rem£dier aux atteintes de ce type, que mul- 

10 tiplie la pollution moderne. Aussi, un besoin de bons agents 
hyposensibilisants existe toujours, malgr£ la presence sur 
le marchS dUllergfenes bien connus, extraits de diff ^rentes 
matikres, notamment t de pollens, farines, poussiferes de mai- 
son, polls, kapok, plumes, moisissures, etc. Bien que plusieurs 

15 preparations, et en particulier des allergfenes-retard adsorb£s 
sur des supports mineraux, tels que des gels & base d f alumine 
par exemple, donnent d'excellents r^sultats, Pinocuite et la 
Constance d 1 activity de certains d f entre eux laissent souvent 
h d£sirer. La dur£e d'utilisation de plusieurs extraits aller- 

20 g£niques, disponibles k l'heure actuelle, est done limitSe dans 
le temps. 

La presente invention apporte un perfectionnement 
qui rend possible l'obtention d'allergfenes beaucoup plus sta- 
bles, plus actifs, ne provoquant pas des reactions secondaires, 
25 dans l'organisme auquel on les injecte. Les allergfcnes perfec- 
tionn£s, produits suivant cette invention, ont une dur£e d'uti- 
lisation consid£rablement prolongee et ils se prfetent particu- 
lierement bien h la preparation de la forme adsorb^e sur un gel 
mineral. 

30 L 1 invention resulte de la mise en lumifcre d f un ph£- 

nomfene qui gtait ignore, dans cette technique, jusqu'k present: 
la presence de diverses enzymes dans les extraits allergeniques 
n'etait pas consider comme d^favorable, et- l'on a mSme pro- 
pose de la mettre k profit pour classer ou appr£cier l 1 activity 

35 (GLEICH G.J« et coll. "Allergy and Clinical Immunology"- 

Excerpta Medical, Amsterdam, 1977, pages 184 et 213) ; or, 1* 
Institut Pasteur a trouve qu'au moins certaines de ces enzymes 
d£gradent des proteines constitutives des allergfcnes. Ainsi, 
de fagon impr£vue, les demandeurs ont determine la cause de l 1 

40 instability des extraits allerg^niques ; ils ont trouve egale- 
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merit que les enzymes, responsables de l'attaque des prolines 
utiles, ainsi que d f autres impuretes, gfinent l'adsorption des 
allerg&nes sur des adjuvants min&raux* En outre, ces ou cer- 
taines de ces enzymes peuvent Stre la cause de la production 

5 d'anticorps, par une reaction de l'organisme contre les impu- 
retes qu'elles constituent dans I'allergfene injects* 

Le procede perfectionne, suivant 1* invention, com- 
prend done l 1 Elimination des enzymes pr^sentes de l f extrait 
aqueux d f un allergene, aussitdt que possible apres la prEpara- 

10 tion de cet extrait. II s'agit, en effet, de laisser le mo ins 
de temps possible a l'attaque des prolines utiles par les 
proteases du milieu en presence. 

Ainsi, le procede suivant 1* invention, qui comprend 
la preparation d'un extrait aqueux d'allergfene, est caract&isE 

15 en ce que l f on eiimine de cet extrait des substances ne pr4- 
sentant pas l 1 activity allerg^nique voulue. Dans une forme d 1 
execution particuliere, on laisse dans la solution seulement 
les substances allerg&iiquement actives dont les masses moie- 
culaires vont d^nviron 10 000 h 50 000, et surtout de 14 000 

20 £ 45 000 (par precipitation) . 

Dans la pratique de ^invention, il est d'ailleurs 
souhaitable d'effectuer I'operation sus-indiqude sur un extrait 
d£ja d^barrassE de diff4rentes autres impuretes ; cela se fait, 
comme connu, par la precipitation et redis solution des protei- 

25 nes de l 1 extrait. 

L 1 Elimination des fractions inactives, notamment 
celles dont les masses moieculaires sont inf^rieures a 10 000 
ou a 14 000 et sup&rieures Si 55 000 ou a 45 000, conformement 
a l 1 invention, peut fetre r^alis^e par tous moyens appropri£s, 

30 bien connus dans l'art, par exemple des proc£d£s chromatogra- 
phiques, precipitations fractionnees, eiectrophorfese, etc. La 
filtration sur gel rend, dans cette voie, de grands services, 
aussi decrit-on ci-apres, a titre d f exemple non limitatif, le 
fractionnement d'un extrait de pollen par tamisage moieculaire. 

35 Les methodes d f extraction de proteine de diverses 

mati feres, notamment en vue de la preparation de compositions 
allergeniques, sont connues, il n f y a done pas lieu de les de- 
er ire ici. On rappelle seulement, a titre d 1 exemple, un mode 
operatoire qui convient particuliferement bien et qui a fait 

40 l'objet de publications comme celle du brevet frangais 
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n° 1 604 135. Cette methode cons is te a traiter 100 g de matifcre, 
notamment de pollens, par 1 litre d'une solution de Na 2 HP0 4 .12^0 
a 25 g/1, renfermant 1/10 000 de merthiolate. Aprks 24 heures 
d 1 agitation a + 4°C, la solution est separee du solide par cen- 

5 trifugation. L'extrait brut, ainsi obtenu, est purifie par pre- 
cipitation saline, qui consiste ci ajouter 604 g de sulfate d' 
ammonium, cristallise, h 1 litre de cet extrait, et a laisser 
en contact, sous agitation, pendant 3 h J +4°C. Le precipite 
form£ est alors s£par£ par centrifugation et redissous dans une 

10 solution de phosphate disodique h 25 g/l contenant 1/10 000 de 
merthiolate. La solution obtenue est dialysee contre une solu- 
tion fraiche de phosphate disodique ci 25 g/l, tou jours addi- 
tionne de merthiolate. 

C f est sur un extrait, c f est-a-dire une solution prd- 

15 paree comme indique ci-dessus, h partir du pollen de phl^ole, 
qu'ont ete effectuees les operations exposes dans la suite de 
la pr£sente description. 

Cette solution est d f abord soumise h un fractionne- 
ment par tamisage molgculaire. Pour cela, on utilise une co- 

20 lonne chromatographique de 35 mm de diametre et 560 mm de haut; 
elle est charg£e de Sephadex G-100 dont le domaine de fraction- 
nement possible s f £tend sur les masses moleculaires de 4 000 
& 150 000. Le fractionnement est conduit avec un gluant consti- 
tue par une solution de phosphate disodique h 25 g de Na 2 HP0 4 # 

25 12^0 par litre, renfermant 0,9$ de NaCl et 1/10 000 de merthio- 
late. On op&re sur des portions de 5 ml d 1 extrait, chacune d f 
elles etant suivie d'un passage du tampon d'elution. On re- 
cueille des fractions de 10 ml sur lesquelles on determine : 
la masse mol£culaire de la substance dissoute, 

30 la presence d 1 enzymes et 

la reaction sur la peau. 

D 1 autre part, un fractionnement 

semblable, et les determinations sus-indiquges, sont effec- 
tues sur un extrait du pollen de phleole dans le phosphate di- 
35 sodique, de m6me concentration, mais non encore purifi£ par pre- 
cipitation au sulfate d' ammonium : cette solution est appel^e 
extrait brut dans la suite de la description. 

Les r£sultats de ces essais sont rapport£s dans les 
graphiques et tableaux ci-joints. 
40 Sur la figure 1 , on a trace la. courbe d'elution de 
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I'extrait brut du pollen de phl£ole : les nuraeros des frac- 
tions de 10 m l sont portes en abscisses, tandis que les or- 
donnees indiquent I'absorbance h 280 nm. En haut du graphique, 
sur une ligne parallfele aux abscisses, on note les reactions 
5 sur la peau des fractions m£lang£es depuis la 13feme jusqu f Si la 
55feme fraction. Les lettres A I F designent les rep&res de re- 
ference de substances h masses moleculaires connues : 
A - Bleu de dextran masse mol. 2 000 000 

B - Albumine ■ " ■ 65 000 

10 C - Ovalbumine » " 45 000 

D - Lysozyme * " 14 600 

E - Bacitracine . ■ ■ 1 450 

F - DNP ethanolamine ■ « 227 

La reaction de la peau est determin^e par la mdtho- 
15 de connue de piqure ("prick"), qui consiste h mettre une goutte 
de liquide sur la peau et piquer St travers cette goutte avec 
une aiguille ; aprfes 20 minutes environ, un sujet allergique 
donne une reaction positive, notee +, c'est-^-dire une papule 
et un erythfeme. Un seul + signifie que la papule s'etend sur 
20 un diametre moyen de 5 mm ; le nombre des + indique le multi- 
ple des 5 mm observes. 

Dans le cas de I'extrait brut de la figure 1, on 
constate une reaction de la peau pour les fractions r^unies n° 
16 k 29, (++), 30 h 34 (++) et 35 h 44 (+) : il n'y a pas de 
25 reaction avant la fraction 15, ni aprfcs la fraction 45, ce qui 
signifie qu'en dehors des fractions 16 It 44, il n f y a plus de 
produit interessant en tant qu'allergfene. Le domaine utile va 
done du n° 16 au n° 44* 

Sur la figure 2, on voit le diagramme d'elution 
30 , analogue h celui de la figure 1 , mais applique a 1' ex- 
trait du pollen de phieole prSalablement pur if i^ par precipita- 
tions au sulfate d 1 ammonium et redissolution dans une solution 
de phosphate disodique ; ce sont done presque uniquement les 
pro twines qui sont ainsiscumises cf la separation par tamisage 
35 moieculaire. Sur ce graphique, la s£rie de rectangles verti- 
caux repr^sentent les seules fractions interessantes qui don- 
nent des reactions + k +++ sur la peau d f allergiques, deter- 
mines par la m^thode de piqure. Les hauteurs des rectangles 
sont proportionnelles au diam&tre des papules form^es sur la 
40 peau : 25 mm de hauteur correspondent ^ 5 mm de diamfetre de 
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papule, Le domaine utile comprend les fractions n° 25 h 38, 
correspondant sensiblemervt aux masses molecuiaires de 44 OOO 
a 20 000. On retrouve done ici les indications fournies par l 1 
extrait brut de la figure t, avec cependant un resserrement du 

5 domaine utile. 

Conformement a 1' invention, dans le cas present, 
donnS k titre d ! exemple, on recueille seulement les fractions 
n° 25 a 38 pour la preparation de la composition allergenique, 
tandis que les autres fractions sont rejetees, contrairement 
10 h ce qui se pratiquait anterieurement. 

La preuve que les fractions 25 h 38 retenues ne con- 
tie nnent pratiquement pas d 1 enzymes est apportSe par des deter- 
minations effectu&s par la mcSthode trfes pratique, connue sous 
le nom de syst&ne "API ZYM". Cette mgthode consiste h intro- 

15 duire dans une serie de 20 cupules* dont le fond est constitu6 
d'un support contenant le substrat enzymatique avec son tampon, 
une^etite quantity de liquide I gtudier et h faire rSagir, a- 
prfes incubation, ce liquide avec deux r^actifs, le tris(hydro- 
xy-ra£thyl)-amino-m£thane et le bleu rapide BB. La presence d 1 

20 enzymes se manifeste par la coloration qui apparait dans les 
cupules et que I 1 on note sur une echelle de 1 & 5, ce dernier 
chiffre correspondant au maximum d* intensity. A l f aide de ce 
systfeme, certains auteurs ont pu trouver la presence de nom- 
breuses enzymes dans des extraits de pollen de gramin£es ; ain- 

25 si, Jean Bousquet et col. ont fait des mesures (Annals of 
Allergy, vol. 41, sept. 1978, p. 164-169) concemant toute une 
s£rie d 1 enzymes, telles que phosphatases, esterases, lipases, 
leucine-amino-peptidase, valine-amino-peptidase, trypsine, 
chymotrypsine, b^ta-glucose-aminidase, des glucosidases, etc. 

30 En appliquant le syst&ne API ZYM aux produits des 

figures 1 et 2, ci-dessus d£crites, on a trouve les r^sultats 

rapport^s dans le tableau 1 qui suit. Ce tableau donne pour 

les 20 cupules du systfeme API* la note ( de 0 h 5) d^terminee 

par comparaison de l 1 Echelle colorge du systfeme avec la teinte 

35 d£velopp6e dans la cupule. Les lettres "tr tt signifient "trace". 

temoxn 

Les essais sont bien entendu accompagn^s d f un £chantillory for- 
nix par une solution de phosphate disodique a 25 g/l contenant 
du merthiolate, et un extrait chauff£ de pollen. 

II rgsulte des donnSes du tableau 1 que l f extrait 
40 brut contient nettement des enzymes et que la teneur en celles- 
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ci est un peu diminuEe du fait de la purification au sulfate 
d 1 ammonium. Les enzymes disparaissent pratiquement jj^vjt h 
fait a la suite du fractionnement par filtration sur/;il n f en 
reste pratiquement plus h partir de la 22fcme fraction ; on en 

5 trouve, par contre, dans les fractions 14 h 18 d^pourvues d f ac- 
tivity allerg&iique. (Voir Tableau 1, ^ la page 8). 

On a signal^ plus haut que l 1 Elimination des compo- 
sants de masses moleculaires infErieures a 14 OOO et sup&rieu- 
res £ 45 OOO amEliore Egalement I 1 adsorption de l'allergfcne 

10 par des gels mineraux. Ainsi peut-on constater que les fractions 
utiles, s£par£es suivant la figure 2, s 1 adsorbent mieux sur 
les adsorbants connus, tels que par exemple alumine, phosphate 
d^lumine ou phosphate de calcium* L 1 adsorption est particulife- 
rement efficace pour le phosphate special dans lequel le rap- 

15 port pondEral Ca/P est compris entre 1 f 55 et 1 f 90, comme dEcrit 
dans le brevet frangais n° 72 12036 (publication 2.181 426 du 
7.12*1973)* 

Un tel gel est prSparE notanment par melange d f une solution de 
25 g de phosphate disodique dans 1 litre d»eau, avec 2/10 000 

20 de merthiolate, additionnEe de 20 ml de l'extrait allergSnique, 
pr£par£ h partir de 100 g de pollen, comme indiquE au d£but de 
la prEsente description. Au melange obtenu, on ajoute 1 litre 
d'eau renfermant 10,2 g de 08012.2^0. Uette addition est ef- 
fectuSe trfes rapidement sous agitation et le pH du milieu est 

25 amenS h 6,8-7 au moyen de la soude normale. 

Dans une premiere s£rie d'essais, on a d£termin£, 
par la mEthode de la piqQre mentionnEe plus haut, la reaction 
sur la peau de 11 patients. Pour chacun d*eux, on a utilise un 
extrait de phlEole purifiS par precipitation au sulfate d f am- 
30 monium et - d 1 autre part- le liquide surnageant aprfes la pre- 
cipitation du phosphate de calcium special en presence du m6me 
extrait, comme on vient de l'indiquer. Dans les deux cas, la 
dilution de l 1 extrait est de 1/1000. Les rEsultats sont encore 
indiquEs au moyen de + dont chacun correspond & 5 mm de pa- 
35 pule formEe sur la peau du patient. 

(Voir tableau 2, h la page 9). 
On voit que V adsorption a txhs efficace, puisque la dimi- 
nution de la reaction sur la peau globale a 6t6 de 

40 22 
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Des essais similaires ont &t6 effectu^s avec le 
m§me phosphate de calcium special m£lang£ non plus avec l f ex- 
trait total de phleole, mais avec les fractions depourvues d f 
enzymes, representees et d£crites h propos de la figure 2» 
5 Les reactions sur la peau ont et£ determinees h des dilutions 
allant de 1/1 OOO & 1/1 000 000, le tableau 3 en donne les r£- 
sultats compares d'une part, pour l'extrait, c'est-a-dire les 
fractions elles-mfimes, et, d' autre part, sur le liquide sur- 
nageant aprfes la precipitation du phosphate. Pour la dilution 
10 de 1/1 000, la reaction est determine par la methode de la pi- 
qCire, tandis quelle I'est par intradermoreaction, pour les 
autres dilutions. 

(Voir tableau 3, a la page 10). 
On voit que 1* adsorption de l'extrait de phleole 
15 fractionn£ est tres pouss£e # 

Des r^sultats similaires sont obtenus avec des ex- 
traits obtenus h partir d f autres pollens, notamment ceux du 
seigle, de l f ivraie, de dactyle, etc. 
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REVENDICATIONS 

1# Allergene constitue par un extrait proteinique d'une matiere 
organique, en particulier pollens, farines, poussifere de 
maison, de kapok, de laine ou de moisissures, caracterise 
en ce qu'il est depourvu d'enzymes et que toutes ses frac- 

J5 tions sont allergeniquement actives. 

2. Allergene suivant la revendication 1, caracterise en ce qu» 
il contient seulement des substances de masse moleculaire 
se situant entre 10 000 et 55 000, surtout. entre 14 000 et 
45 000 et mieux dans les limites de 20 000 a 44 000* 

\0 3. Allergfene adsorb^ sur un gel aqueux mineral, en particulier 
sur un gel d'alumine, diphosphate d' aluminium ou de phos- 
phate de calcium, caracterise en ce qu'il presente les par- 
ticulates suivant la revendication 1 ou 2. 

4. Allergene adsorbe sur un phosphate de calcium, dans lequel 
15 le rapport ponderal Ca/P est de 1,55 a 1,90 et, de prefe- 
rence , 1,62 i 1,85, caracterise en ce qu»il presente les 
particularity suivant la revendication 1 0 u 2. 

5. Precede pour la preparation d f un extrait allergenique a- 
queux, caracterise en ce que la solution aqueuse separee 

& du solide, dont on a extrait l f allergene, est fractionnee, 

de fagon h en eiiminer les substances allergeniquement inac- 
tives et particuli&rement les enzymes. 

6. Procede suivant la revendication 5, caracterise en ce que 
1' elimination porte sur les substances de masses moieculai- 

?5 res inferieures a 14 QDO et superieures a 45 000, initiale- 
ment presentes dans la solution, 

7. Procede suivant la revendication 5 ou 6, caracterise en ce 
que l 1 elimination des substances non actives est effectuee 
par tamisage moleculaire. 

3o 8. Procede suivant la revendication 6 ou 7, caracterise en ce 
que seules les substances de masses moieculaires de 20 000 
a 44 000 sont retenues pour constituer l'allergfene. 
9. Application de 1' allergene suivant une des revendications 1 
a 4 qui consiste a utiliser ces allerg&nes au diagnostic des 
allergies et traitement de desensibilisation des allergies. 
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